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(§4) Zinkfinger-DNA, -Protein und ihre Verwendung 

@ Die Erfindung betrifft eine fur ein Zinkfinger- Protein 
codierende DNA und ein solches Protein. Ferner betrifft die 
Erfindung die Verwendung der DNA und des Proteins. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft eine fur ein Zinkfinger- Protein 
codierende DNA und ein solches Protein. Ferner be- 
trifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des 5 
Proteins. 

Die Umwandlung von normalen Zellen in Tumorzel- 
len vollzieht sich in mehreren Teilschritten, bei denen es 
zu Veranderungen zellularer Gene oder zum Erwerb 
viraler Onkogene kommt Veranderungen zellularer 10 
Gene umfassen die Aktivierung von Proto-Onkogenen 
durch Mutation, Genamplifikation, Oberexpression 
oder Chromosomen-Translokationen sowie die Inakti- 
vierung von Tumorsuppressorgenen durch Mutation 
oder Deletion. !5 

Verschiedene Gene, deren Veranderungen bei der 
Turnorentstehung von Bedeutung sind, konnten bislang 
identifiziert werden (vgl. Obersichtsartikel: Bishop, J. 
M„ Cell 64 (1991), 235-248). Die Produkte solcher Gene 
haben verschiedene Funktionen. Sie wirken z. B. ais 20 
Transkriptionsregulatoren, als Glieder unterschiedli- 
cher Signaltransduktionsketten, wie Wachstumsfakto- 
ren, Wachstumsfaktorrezeptoren oder Proteinkinasen, 
bzw. als Aktivatoren oder Inhibitoren der Zellteilung. 

Beispiele von Transkriptionsregulatoren sind Zinkfin- 25 
ger-Proteine. Diese Proteine besitzen charakteristische, 
zwei Cystein- und zwei Histidinreste enthaltende Struk- 
turen, die so zueinander positioniert sind, daB sie ein 
Zinkatom binden. Zinkfinger- Proteine sind DNA-bin- 
dende Proteine. Ein Beispiel fur Zinkfinger- Proteine ist 30 
das Produkt des Wilms-Tumorsuppressorgen WT1, des- 
sen Verlust bei der Entstehung von Wilms-Nierentumo- 
ren eine wesentliche Rolle spielt. 

Bis heute sind noch nicht alle an Turnorentstehung 
und -wachstum beteiligten Gene bzw. Genprodukte be- 35 
kannt. Eine Tumordiagnose bzw. -therapie ist daher bis- 
her nurbegrenzt moglich. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe 
zugrunde, ein Mittel bereitzustellen, mit dem Tumordi- 
agnose bzw. -therapie umfassender betrieben werden 40 
kann. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in 
den Patentanspruchen erreicht. 

Gegenstand der Erfindung ist somit eine fur ein Zink- 
finger- Protein codierende DNA, die umfaBt: 45 

(a) die DNA der Nukleotide 446—1476 von Fig. 1 
oder einen Teil davon, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, 
oder 50 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) liber den 
degenerierten genetischen Code verwandte DNA. 

Der Ausdruck "hybridisierende DNA" weist auf eine 
DNA hin, die unter ublichen Bedingungen, insbesondere 55 
bei 20° C unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit einer 
DNA von (a) hybridisiert. 

Fig. 1 zeigt das Insert des cDNA KLlons COS AP4-E1. 
Dieser Klon entstammt einer cDNA-Bibliothek der 
Cervixcarcinomzellinie ME 180 (vgl. Reuter, M. S. et al, 60 
J. Virol 65 (1991), 5564-5568). Diese Zellinie enthalt die 
Human Papillomvirus 68-DNA (HPV 68-DNA) stabil 
integriert. Der Klon COS AP4-E1 enthalt zwischen den 
Nukleotiden 1—21 HPV 68-DNA. Ferner enthalt er 
zwischen den Nukleotiden 22— 1476 zelluiare Sequen- 65 
zen, wobei diese zwischen den Nukleotiden 446—1476 
Exon-Sequenzen eines Zinkfinger-Gens sind. Die Exon- 
Sequenzen codieren fur 4 Zinkfinger: Zinkfinger 



1:1130-1191, Zinkfinger 2:1214-1275, Zinkfinger 
3:1298-1360, Zinkfinger 4:1382-1432. Der Klon 
COS AP4-E1 wurde bei der DSM (Deutsche Sammlung 
von Mikroorganismen und Zellkulturen unter DSM 
9450 am 30. September 1994 hinterlegt. 

Vorstehende Insert-DNA, insbesondere zwischen den 
Nukleotiden 446— 1476, kann Teil einer fur ein vollstan- 
diges Zinkfinger-Protein codierenden DNA sein. Eine 
solche DNA und das durch sie codierte Zinkfinger-Pro- 
tein sind somit auch Gegenstand der Erfindung. 

Die Bereitstellung einer fur vorstehendes Zinkfinger- 
Protein codierenden DNA erfolgt in iiblicher Weise. 
Beispielhaft wird die Insert-DNA von COS AP4-E1, ins- 
besondere die DNA zwischen den Nukleotiden 
446—1476, als Sonde zur Hybridisierung einer allge- 
mein erhaltlichen cDNA-Bibliothek aus Leber, Gehirn, 
Plazenta oder Muskel, vorzugsweise Leber, verwendet. 
Auch kann eine cDNA-Bibliothek aus Blutzellen oder 
HeLa-Zellen verwendet werden. Die genannten Gewe- 
be und Zellen enthalten ausreichend RNA-Transkripte, 
die mit der Insert-DNA von COS AP4-E1, insbesondere 
der DNA zwischen den Nukleotiden 446—1476 hybri- 
disieren (vgl. Fig. 2). Erhaltene Klone werden einer Se- 
quenzierung unterzogen und ausgehend von der Insert- 
DNA von COS AP4-E1, insbesondere der DNA zwi- 
schen den Nukleotiden 446—1476, wird die ein vorste- 
hendes Zinkfinger-Protein codierende DNA bestimmt. 

Des weiteren eignet sich die Insert-DNA von COS 
AP4-E1, insbesondere die DNA zwischen den Nukleoti- 
den 446—1476, und ganz besonders die DNA zwischen 
den Nukleotiden 1240—1476, zur Identifizierung einer 
genomischen fur vorstehendes Zinkfinger-Protein co- 
dierenden DNA. Hierzu wird die entsprechende DNA 
von COS AP4-E1, z. B. die DNA zwischen den Nukleoti- 
den 1240— 1476, als Sonde zur Hybridisierung einer ge- 
nomischen DNA-Bibliothek verwendet. Eine solche 
kann aus den vorstehend genannten Geweben und Zel- 
len erstellt sein. 

ErfindungsgemaB wird der Klon COS 1 APM erhal- 
ten. Seine Insert-DNA enthalt in einem 5,5 kb groBen 
Saci- Fragment die zur verwendeten Sonde, z. B. der 
DNA zwischen den Nukleotiden 1240— 1476, entspre- 
chende DNA. In den Fig. 3 und 4 ist diese DNA von 
COS 1 APM zwischen den Nukleotiden 256—492 pra- 
sentiert Der Klon COS 1 APM wurde bei der DSM 
unter DSM 9462 am 07. 10. 1994 hinterlegt. Gegenstand 
der Erfindung ist somit auch eine genomische, das vor- 
stehende Zinkfinger-Protein codierende DNA sowie 
das durch sie codierte Protein. 

ErfindungsgemaB kann vorstehende fur das Zinkfin- 
ger-Protein codierende DNA in einem Vektor bzw. Ex- 
pressionsvektor vorliegen. Beispiele solcher sind dem 
Fachmann bekannt. Im Falle eines Expressionsvektors 
fur E. coli sind dies z. B. pGE-MEX, pUC-Derivate und 
pGEX-2T. Fur die Expression in Hefe sind z. B. pYlOO 
und Ycpadl zu nennen, wahrend fur die Expression in 
tierischen Zellen z. B. pKCR, pEF-BOS, cDM8 und 
pCEV4, anzugeben sind. Der Fachmann kennt geeigne- 
te Zellen, um vorstehende, in einem Expressionsvektor 
vorliegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zel- 
len umfassen die E. coli-Stamme HB101, DH1, xl776, 
JM101 und JM109, den Hefe-Stamm Saccharomyces ce- 
revisiae und die tierischen Zellen L, 3T3, FM3A, CHO, 
COS, Vero, und HeLa. Der Fachmann weiQ, in welcher 
Weise vorstehende DNA in einen Expressionsvektor 
inseriert werden muB. Ihm ist auch bekannt, daB vorste- 
hende cDNA in E. coli, Hefe oder tierischen Zellen ex- 
primiert werden kann, wahrend vorstehende genom- 
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ische DNA nur in tierischen Zellen zu exprimieren ist. 
Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, trans- 
formierte bzw. transfizierte Zellen zu kultivieren. Auch 
sind ihm Verfahren bekannt, das exprimierte Zinkfin- 
ger- Protein zu isolieren und zu reinigen. Ein vorstehen- 5 
des, rekombinant hergestelltes Zinkfinger- Protein ist 
sornit auch Gegenstand der Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein gegen 
ein vorstehendes Zinkfinger- Protein gerichteter Anti- 
korper. Die Herstellung eines solchen erfolgt in ublicher 10 
Weise. Beispielsweise wird hierzu das Zinkfinger-Prote- 
in in BALB/c-Mause subcutan injiziert Diese Injektion 
wird im Abstand von jeweils 3 Wochen wiederholt. Et- 
wa 2 Wochen nach der letzten Injektion wird das den 
Antikorper enthaltende Serum isoiiert und in ublicher 15 
Weise getestet. 

In bevorzugter Ausfuhrungsform ist der Antikorper 
ein monoklonaler Antikorper. Zu seiner Herstellung 
werden nach vorstehender vierten Injektion den Mau- 
sen Milzzellen entnommen und diese in ublicher Weise 20 
rnit Myelomzellen fusioniert. Die weitere Klonierung 
erfolgt ebenso nach bekannten Verfahren. 

Die vorliegende Erfindung steilt eine bisher nicht ge- 
kannte Zinkfinger- DNA sowie ein durch sie codiertes 
Zinkfinger- Protein bereit. Die erfindungsgemaBe DNA 25 
eignet sich als Sonde fur diagnostische Zwecke. Dar- 
uberhinaus kann sie in einem dem Fachmann bekannten 
Expressionsvektor zur Gentherapie eingesetzt werden. 
Das erfindungsgemaBe Protein eignet sich ebenfalls fur 
therapeutische Zwecke. Hierzu kann es in einer ubli- 30 
chen pharmazeutischen Zusammensetzung verabreicht 
werden. 

Des weiteren steilt die vorliegende Erfindung gegen 
das vorstehende Protein gerichtete Antikorper bereit 
Diese eignen sich bestens zu diagnostischen Zwecken. 35 

Somit liefert die vorliegende Erfindung neue Mittel 
zur Diagnose und Therapie von mit der erfindungsge- 
maBen DNA und dem durch sie codierten Protein zu- 
sammenhangenden Erkrankungen, insbesondere von 
Tumorerkrankungen. 40 

Kurze Beschreibung der Zeichnung: 

Fig. 1 zeigt die Insert-cDNA des Klons COS AP4-E1, 

Fig. 2 zeigt die Hybridisierung von PoIyA + RNA aus 
verschiedenen Zellen mit der DNA zwischen den Nu- 
kleotiden 1240— 1476 von COS AP4-E1, 45 

Fig. 3 zeigt eine Teilsequenz der genomischen Insert- 
DNA des Klons COS 1 APM, und 

Fig. 4 zeigt den Vergleich der DNA zwischen den 
Nukleotiden 1240—1476 von Klon COS AP4-E1 und 
der DNA zwischen den Nukleotiden 256-492 von Klon 50 
COS 1 APM. 

Die Erfindung wird durch das folgende Beispiel erlau- 
tert. 

Beispiel 55 

Herstellung einer erfindungsgemaBen Zinkfinger-DNA 

Eine aus HeLa-Zellen erstellte X cDNA-Bibliothek 
wird einem ublichen Hybridisierungsverfahren unterzo- 60 
gen. Hierzu werden die durch Infektion der Bakterien 
erhaltenen Phagenplaques mit dem 32 p-markierten 
DNA-Insert des Klons COS AP4-E1, insbesondere der 
DNA zwischen den Nukleotiden 1240—1476 (vgl. 
Fig. 1), inkubiert Es wird eine Hybridisierung mit ein- 55 
zelnen Phagenplaques erhalten. Aus diesen wird die 
Phagen-DNA isoiiert und mit EcoRI gespalten. Die er- 
haltenen Fragmente werden in einem 0,5°/oigen Agaro- 
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segel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Agarosegel 
wird einem ublichen Blotting- Verfahren unterzogen, 
wodurch die DNA aus dem Agarosegel auf eine Nitro- 
zellulosemembran iibertragen wird. Diese wird in ein 
Hybridisierungsverfahren eingesetzt, in dem die ent- 
sprechende DNA des DNA-Inserts von Klon COS 
AP4-E1 als 32 p-markierte Probe verwendet wird. Es 
wird eine Hybridisierung mit einzeinen DNA-Fragmen- 
ten erhalten. Diese werden isoiiert und in einem mit 
EcoRI gespaltenen, dephosphorylierten Plasmid-Vek- 
tor, z. B. pBluescript, kloniert. Einzelne Klone werden 
analysiert, und durch Restriktionsspaltungen sowie Se- 
quenzierung wird ein eine erfindungsgemaBe Zinkfin- 
ger-DNA enthaltender Klon identifiziert 

Patentanspriiche 

1. DNA, codierend fur ein Zinkfinger-Protein, wo- 
beidie DNAumfaBt: 

(a) die DNA der Nukleotide 446— 1476 von 
Fig, l,wobei diese DNA von Fig. I Bestandteil 
dieses Anspruchs ist, oder einen Teil davon, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende 
DNA, oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den 
degenerierten genetischen Code verwandte 
DNA. 

2. DNA nach Anspruch I, namlich die DNA der 
Nukleotide 256—492 von Fig. 3, wobei diese DNA 
von Fig. 3 Bestandteil dieses Anspruchs ist. 

3. Protein, codiert durch die DNA nach Anspruch 1 
oder 2. 

4. Expressionsvektor, iimfassend eine fur das Prote- 
in nach Anspruch 3 codierende DNA. 

5. Transformante, enthaltend den Expressionsvek- 
tor nach Anspruch 4. 

6. Verfahren zur Herstellung des Proteins nach An- 
spruch 3, umfassend die Kultivierung der Transfor- 
mante nach Anspruch 5 unter geeigneten Bedin- 
gungen. 

7. Verwendung der DNA nach Anspruch 1 oder 2 
als Reagens zur Diagnose urid/oder Therapie. 

8. Verwendung des Proteins nach Anspruch 3 als 
Reagens zur Therapie. 
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FIG. 1 . cDNA-Insert des Klons COS A?4-E1 
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agccagccagccGtacg'tctatgagatcgact.'ttgtccacctgaGgGtG-cggctgc'tatc 
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tcggtcgg-tcgggatgcagataccccagctgaaacaggcggactCcgagaccgacgatag 

310 330 350 

ctggagrtcgcGtacacctccacGc'tcaccatcaccgc'tggcaatgrtcaagcacatcctc 
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gaccHcaagcggatgt:ggaggt:gCgagl:ggtagrggcgaccgtLl:aGagt*tcgtgtaggag 

370 390 410 
aacgCagccaggatgctggagatccagi;gcatCgl:gaacgrcgtgcGtggagat.catggag 
361 — + + + + — + + 420 

ttgcGtcggtcctacgacctctaggtcacgt;aGcacttgcacacggacctctagtacct:c 

430 450 470 
cctgggggggacgggggggaggaggatgacaaggaggacgatgaegacgacgaagatgat 
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gaGGAc*tt:tGc:tgaccaagaaaacttGcctgacccccaggacatcagcl:gccaGcaaa.gc 
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FIG. 1 (Fortsetzung I) 
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ggaaggttctgtctggtagagtgtctctteeggataagtetgtgggggtcCctgaaggga 
LPRQTISQ. RRPIQTPPGTSI* 

670 690 710 

gactcttccaggctggcagtcctggccacctgggggtgatccgggacttctccatcgaat 

661 + + + + + + 720 

ctgagaaggtccgaccgtcaggaccgg-cagacccccactaggccctgaagaggtagct'ta 

T&PGWQSWPSGGDPGjliLHRl 

730 750 770 

ctctgc-caagggagaacctgraccccaaggccaacatccccgacagagaccctccttgtc 

72X - + + --+- + ■ +— + 780 

gagacga-ttccctct:t:ggacatggggt:tccggi:tgtaggggctg?tc*tct:gggaggaacag 
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tccat-tC 
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tccattCgccccgcacttctt'tccacacctc'tggccaggggac'dtcgG'Cgcctittgccca 
„ + _ + + + ! + + 840 



aggtiaaGcggggcctgaagaaaggtgtggagaccggtcccctgaagcCacggaaacgggr 
PFAPDFFPHLWPGDFG AFAQ 

850 870 890 

gctgcc^GAgCagcCcatggacagtgggccactggatct.ggtca'Ccaagaatcggaagat 

841 * + + + - + + 900 

cgacggaCTcGtcgGgtacGtgtcacccggtgacctagaccagllagttctragccttcta 

I«?EQPMDSGFliDIiVajXNRK"I 

910 930 950 

caAggaggaggagaaggaggagciigceeceacccccaccgccacccttccctaatgactt 

901 -+ + + + ■* — + + 9 60 

gtTcctcetcctGttcetwetcgacgggggtgggggtggcggtgrggaaggga'ttactgaa 
KEBB KBBIiPPPPPP F F. P N D F 

970 990 1010 

cttcaaggacatgttecctgacctgcegggggggcctctggga^ccatcaaggcggagaa 

961 + + + -t- T + -< + 10 20 

aaagtfccctgtacaagggactggacggcccccccggagaccctGggtagttcegcctctt 
~F KDHFPDLPGGPIiGP I " k a e s 

1030 1050 1070 

cgactacgGfcgcetatcrcaacrfccctgagtgcCACccacctGggaggcctcrtcceacc 

1021 + + + — " + ' + " 1080 

gctgatgcCacggatagagttgaaggacfccacgGTGggtggaCcctceggagaagggtgg 
DYGAYLNFLSA THLGG LFPP 
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FIG, 1 (Fortsetzung II) 
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1201 h + h + , + + 126Q 

cttcggtatgtacacgtggt:agacgGt:ccaggcgaagtgg1:ccgjt:cctgt;tcgactl:tta 
KPYMCTICBVRFTR&DKLKI 

1270 1290 1310 
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ggtgtacgcct;Hcgt;gt:gtcccc*tcgccgggat:ggacaGgtaggttgacgt:T:gcgGt:t:caa 
H K R K H T GE R P Y L C I H| C N A K F 

1330 1350 1370 

cg-tgcacaactacgacctcaagaaccacatgcgcatccacaGg^gGgcgcggccctiaccar 
1321 + +- + + +T 138 o 

gcacgxgrtgatgctggagttcttggtgtacgcgtaggtgtgcGcgcaGgcGgggatqGt: 
VHN YDLKN HMRI H T <? V R P Y Q 

1390 1410 1430 

gtgcgagttctgctacaagagctticaGgcgctctgaccacGtgcaccgccacaticaagcg 
1381 ■ — + . + — — + — ~ +- h 1440 

cacgc'Ccaagacgatgtte^cgaag'tgcgcgagactggtiggaGctggcggtgliagttcgc 
.CEFCYKSFTRSDHIiHR H I K R 

!» 

1450 1470 
ccagagct-gccgcaliggcacgcccGgacgcggGGgc 

1441 + + + 1476 

ggtc-tcgaGggcgtaccgtgcggggctgcgccggcg 
QSC RKARFDAA 
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FIG ♦ 2 Hybridisierung von PolyA+RNA aus verschiedenen 
Zellen mit der DNA zwischen den Nukleotiden 
1240-147 6 von COS AP4-E1 



< 

cc 

j§ Poly A+ RNA 

o 



to 

_ .£2 o 

03 cd < r ^ S 5 o O ^ 

-j — i co O ^ co >r cq ^ to yj 

CD rr CD CO CT3 > 03 5 I 03 CO 3; 

X^-XO XCOO LL. CQ cm cm cm ^ 




444: nicht tumorigene HcLa x Fibroblasten-Hybridzeilinie 
HeLa: HPV18 positive Zeoixkarzinomzeilinie 
C33A: HPV-oegative Zervixkarzinomzellinie 

HaCat: spontan transfonnierte Vorbaut-Keratinozjten-ZeUinie, HPV-negativ 

SW756: HPVlS-positive ZervirkaraaomzeUinie 

Caski: HpV16-posirive Z-ervixkaranomzellinie 

Fibroblast: humane epitheitale Lungenfibroblasten 

BL60: EBV-positive Burkirt's LympborazeHinie 

277: spontan transformicrte lyrophoblastoide Zclltnie 

2a4 and 2a5: nicht tumorigene BL60 x 277 HybridzeUinic 
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ZEICHNUNGEN SEITE 5 



Nummer: DE 44 35 919 CI 

IntCl. 6 : C12N 15/63 

Veroffentlichungstag: 1. Dezember 1995 



FIG. 3 Teilsequenz der genomj sohen I riser t-CNA des Klons 
COS 1 APM 



10 



30 



GAGCTCGGGTATAAAAGGAGTTTGGGGGAGTGG<^CTTTCAGGACtACTGCTTTTTCCGCA 



SO 



— + SO 



CTCGAGCCCATATTTTCCTC^IAACCCCCTCACCCCGAAAGTCCTGTGACGAAAAAGGCGT 

\ 
i 
I 

70 90 110 
TCCCTTTAATCCAGGTGAGTAACCATACCTGTCT^ 
6 1 — -i — + + — — + J + — + 

AGGGAAATTAGGTCCACTCATTGGTATGGACAC^TTCCACCCCGTCGTCAACTCCCATCT 



121 



130 150 170 

TCTAGCATGAGACCTATTTCTGGGGTTTCACTCCATGGCAGTAG3GAGCCTCGGCTGGTT 



AGATCGTACTCTGGATAAAGACCCCAAACTGAGGTACCGTCATCbCTCGGAGCCGACCAA 



190 210 
CTGGAGAAAGGGGGAGCAAAAGGTTAGGAATGGCTCCTGGTGTT 

GACCTCTTTCCCCCTCGTTTTCCAATCCTTACCGAGGACCACAA 3GGA< 



230 

-CCTGCGGACTGACCC 
CGCCTGACTGGG 



250 270 290 

C CAGTCT CT GCATTG CAGG CAGGAC AAGCTGAAAATC CAC AT G qGGAAG CACACAGGGGA 

241 + + -.+ + j + -f 

GGTCAGAGACGTAACGTCCGTCCTGTTCGACTTTTAGGTGXACGCCTTCGTGTGTCCCCT 



310 



330 



301 



GCGGCCCTACCTGTGCATCCACTGCAACGCCAAGTTCGTGCACAACTACGACCTCAAGAA 



cgccgggaiggacacgtaggtgacgttgcggttcaagcacgtgoJtgatgctggagxtctt 



350 
7ACG* 




120 



180 



240 



300 



360 



370 390 j 410 

CCACATGCGCATCCACACGGGCGTGCGGCCCTACCAGTGCGAG^TCTGCTACAAGAGCTT 
361 + + + 



GGTGTACGCGTAGGTGTGCCCGCACGCCGGGATGGTCACGCTG? AGACGAITGTTCTCGAA 

430 450 470 

CACGCGCTCTGACCACCTGCACCGCCACATCAAGCGCCAGAGCTGCCGCAEGGCACGCCC 

421 — + + + -j + — + 

GTGCGCGAGACTGGTGGACGTGGCGGTGTAGTTCGCGGTCTCGACGGCGTACCGTGCGGG 



490 

CGACGCGGCCGC 

481 ■— + — 

GCTGCGCCGGCG 



492 



42 0 



430 
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ZEICHNUNGEN SEITE 6 ' I^Bier: DE 44 36 919 CI 

lrfKl.6: C12N 15/63 

Veroffentlichungstag: 7. Dezember 1995 



FIG 4 vergleich der DNA zwischen den Nukleotxden 
FIG. 4 vergi ^ ^ Ap4 _ E1 und der DNA 

zwischen den Nukleotiden 256-492 von Klon 
COS 1 APM 



256 CAGGCAGGACAAGCTGAAAATCCACATGCGGAAGCACACAGGGQAGCGGC 30S 

iiiimtiiiiiiimmiiiiiMtmmiiiiimJimii „ aa 

1240 caggcaggacaagctgaaaatccacatgcggaagcacacaggggagcggc 12 89 



306 CCTACCTGTGCA!TCCACTGCAACGCCAAGTTCGTGCACAACTAdGACCTC 

IIIIIIIIIMIIIIIIIMIIIIMIIIIIIIIIMIIIIIII 

1290 cctacctgtgca-tccactgcaacgcCaagttcgtgcacaactac 



356 



3SS 

illlll 

gacctc 1339 



AAGAA.CCACATGCGCATCCACA.CGGGCGTGCGGCCCTACCAGTGCGAGTT 

1 II ii IN I li I ii i MIliMMI III! II Mil iiiili M ^! II li I 

1340 aagaaccacatgcgcat:ccacacgggcgl:gcggccctaGcagt:dcgagtt. 



406 



ctgctacaagaggttcacgcgctctgaccacctgcaccgccaciItcaagc 
MMI1M IMMIS ilil I!! ill il ii MM I iiiilll 1 1 M il I! 1 

1390 c^gctacaagagcttcacgcgctctgaccacctgcaccgccacdtcaagc 



456 gccagagctgccgcatggcacgccccgacgcggccgc 
IIIIIIMIMIMI llliiillllllililllllll 

1440 gccagagctgccgcatggcaccccccgacgcggccgc 



492 



1476 



405 



1389 



455 



1439 
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